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enseñaron	 la	 importancia	de	 tener	buenos	compañeros,	puntos	de	apoyo.	Noe	continúa	
ahora	al	pie	del	cañón,	con	su	 tesis	y	siendo	todo	un	ejemplo	para	 los	demás.	Además	





































ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS	 	 	
SUMMARY	 	 	 	 	





























































































































































































































probabilidad	(Kernel Density Estimator Self-Organizing Map).	
MALDI-TOF:	Desorción/Ionización	mediante	láser	asistida	por	matriz	con	tiempo	
de	vuelo






























Tho2:	Proteína	supresora	del	defecto	transcripcional	de	Hpr1	(suppressors of the 









































































la	exportación	y	 la	 traducción	(Dever,	2002).	La	 transcripción	es	un	proceso	que	
tiene	lugar	dentro	del	núcleo	celular,	en	el	cual	la	información	genética	del	ADN	





























































































































































molécula	 (extremo	 3’),	 conocida	 como	 cola	 de	 poliadenilación	 3’	 (Sheets	 et al.,	





































mática	y	para	 la	 supervivencia	 citoplasmática	del	ARNm	mensajero	en	 todas	 las	
células	eucariotas	(Spohr	et al.,	1970;	Jimeno	et al.,	2010).	El	 transporte	núcleo-
citoplasmático	está	regulado	por	los	receptores	de	la	membrana	nuclear.	Así,	la	ex-
portación	de	RNPm	tiene	lugar	gracias	a	interacciones	específicas	entre	sus	com-



















Figura	1:	Etapas iniciales de la expresión génica en células eucariotas. A)	Adición	de	 la	caperuza	5´.	Al	
comienzo	de	la	 transcripción	se	añade	un	complejo	proteico	en	el	 inicio	de	la	molécula	de	ARNm	(extremo	


















































reclutado	 sobre	 el	ARNm	 puede	 detenerse	 la	 transcripción	 e	 incluso	 derivar	 el	
















(Strasser	et al.,	2002;	Rondon	et al.,	2003b;	Luna	et al.,	2008;	Jimeno	et al.,	2010).	
Este	 complejo	 recibe	 el	 nombre	 de	 “complejo	THO”	y	 debe	 su	 nombre	 al	 com-
ponente	mayoritario	del	complejo,	la	proteína	Tho2	(suppressors of the transcrip-
cional defects of hpr1 by overexpression).	El	complejo	THO	dirige	la	biogénesis	de	
RNPm	y	coordina	los	procesos	de	transcripción	y	exportación	de	ARNm	a	la	vez	
que	mantiene	la	estabilidad	genética	y	contribuye	a	la	supervivencia	celular	en	con-
diciones	desfavorables	(Luo	et al.,	1999;	Jensen	et al.,	2001b;	Cheng	et al.,	2006).	
1.5. El complejo THO: perspectiva
	 Desde	hace	mas	de	cuarenta	 años	 se	 sabe	que	el	ARNm	de	eucariotas	 es	
exportado	al	citoplasma	celular	en	forma	de	complejos	RNPm	(Spirin	et al.,	1965;	
Spohr	et al.,	1970;	Kumar	et al.,	1972).	Sin	embargo,	el	mecanismo	por	el	cual	se	












A	finales	de	 los	años	ochenta	se	 identificó	 la	proteína	Hpr1	(Hiperrecombination 
protein	1)	de	Saccharomyces cerevisiae,	el	primer	componente	del	complejo	THO	
en	ser	descrito	(Aguilera	et al.,	1988;	1989;	1990).	Hpr1	se	identificó	por	su	capaci-























implicado	en	 la	 regulación	positiva	de	 la	 transcripción,	que	promueve	 la	 síntesis	
de	ARNm	agilizando	la	elongación	transcripcional	(Zhu	et al.,	1995;	Piruat	et al.,	
1996;	Chávez	et al.,	1997).	En	1998	se	descubrió	la	proteína	Tho2	(suppressors of 
the transcripcional defects of hpr1 by overexpression	2)	de	S. cerevisiae,	el	tercer	y	
mayor	componente	del	complejo	THO,	cuya	función	se	relacionó	inmediatamente	












	 El	 descubrimiento	 del	 complejo	 THO	 supuso	 un	 avance	 importante	 en	














































































zoos	 las	 distintas	 subunidades	 del	 complejo	THO	 pueden	 desempeñar	 funciones	
distintas	en	los	diferentes	tipos	celulares	(Jimeno	et al.,	2010)	(Figura	2).	
	
1.6. Componentes del complejo THO de Saccharomyces cerevisiae
	 El	 complejo	THO	 de	 S. cerevisiae	 es	 un	 heterotetrámero	 nuclear	 estable	
compuesto	por	las	proteínas	Tho2,	Hpr1,	Mft1	y	Thp2	(Chávez	et al.,	2000)	(Figura	
3).	Las	cuatro	subunidades	del	complejo	interaccionan	entre	sí	(Strasser	et al.,	2002)	















































Figura	3:	Componentes del complejo 
THO.	El	esquema	representa	los	cua-
tro	 componentes	 del	 complejo	 THO	






Mft1	 (morado)	 y	 Thp2	 (azul	 claro).	
Los	tamaños	reales	de	los	componen-
tes	del	complejo	THO	son:	Tho2	(183	
kDa),	 Hpr1	 (87,8	 kDa),	 Mft1	 (44,9	
kDa)	 y	 Thp2	 (30,3	 kDa).	 En	 la	 im-
agen,	cada	proteína	está	 representada	


































dado	que	 interacciona	con	 la	kinasa	Ctk1,	encargada	de	fosoforilar	el	CTD	de	 la	
ARNPII	durante	la	elongación	transcripcional	(Hurt	et al.,	2004).	Mft1	no	está	con-
servada	en	la	evolución	y	sólo	ha	sido	descrita	en	levaduras	(Reed	et al.,	2005).















1.7. El complejo THO en la expresión génica 
	 Hasta	la	fecha	el	complejo	THO	ha	sido	identificado	en	Saccharomyces cer-




THO	funciona	durante	 la	primera	fase	de	 la	expresión	génica	contribuyendo	a	 la	


































y	 la	hebra	 libre	de	ADN	(Gómez-González	et al.,	2009a).	Así,	el	complejo	THO	
mantiene	la	estabilidad	genética	y	minimiza	la	recombinación	mitótica	asociada	a	
































(Fan	et al.,	2001;	Wellinger	et al.,	2006;	Luna	et al.,	2008;	Gómez-González	et al.,	
2009a;	Jimeno	et al.,	2010).	









































partículas	 correspondientes	al	 espécimen	que	 se	quiere	analizar	y	a	 continuación	








san	los	especímenes	que	se	hallan	en	 la	superficie	de	 la	rejilla	y	 las	micrografías	

































Figura	5:	Etapas principales del procesamiento de partículas individuales por ME.	A) Micrografía	elec-
trónica.	 Para	 analizar	 especimenes	 por	 el	método	 de	 análisis	 de	 partículas	 individuales,	 en	 primer	 lugar	 se	



























































































































3.1. Obtención de muestras

















































(Puig	et al.,	2001;	Burckstummer	et al.,	2006;	Tsai	et al.,	2006).	Las	cepas	Hpr1-
TAP	y	Tho2-TAP	permitieron	purificar	el	complejo	mientras	que	 las	cepas	Mft1-
TAP	y	Thp2-TAP	apenas	dieron	resultados.	Los	mejores	resultados	se	obtuvieron	
con	de	 la	cepa	Tho2-TAP,	en	 la	que	 la	proteína	mas	grande	del	complejo	(Tho2)	
había	sido	marcada	en	su	extremo	carboxi-terminal	con	la	cola	TAP	(Figura	6).	Es-
tos	experimentos	fueron	realizados	por	encargo	a	la	compañía	Euroscarf	(European 
Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional Analysis, Institute of Molecular 
Biosciences,	Frankfurt).	
























































































	 Una	vez	 lavadas	 y	 estabilizadas	 las	 bolas	 de	 sefarosa	 en	 tampón	TEV	 se	





salina	a	 la	mitad	y	se	 introdujo	en	una	columna	Resource Q	de	un	mililitro	para	
llevar	a	cabo	la	cromatografía	de	intercambio	iónico	mediante	un	sistema	AKTA-
























 3.1.3. Preparación de cepas mutantes
	 Para	la	realización	de	esta	tesis	doctoral	se	han	utilizado	cinco	cepas	de	S. 








































originales.	 El	 fragmento	TAP	 comienza	 inmediatamente	 después	 del	 aminoácido	
1270	de	la	proteína,	de	forma	que	también	está	diseñada	para	la	purificación	en	tán-
dem	por	afinidad	del	complejo	THO	(Figura	7).













ofísica	 de	 la	Universidad	 de	Varsovia	 en	 colaboración	 con	 los	 doctores	Andrzej	
Dziembowski	y	Kamil	Gewartowski.
 3.1.4. Ensayos de electroforesis y western-blot 
	 La	electroforesis	en	condiciones	desnaturalizantes	se	llevó	a	cabo	en	geles	





















N’	 tetra-metil-etilen-diamina).	 La	 electroforesis	 se	 llevó	 a	 cabo	 en	 cubetas	 de	 la	
compañía	GE	Healthcare	(SE 250 Mini-Vertical Unit for two slab gels,	número	de	
referencia	80-6147-45).	Los	geles	 tenían	una	anchura	de	8	cm	y	una	altura	de	7	
cm	y	un	espesor	de	0,75	mm.	Antes	de	aplicar	las	muestras	en	el	gel	se	les	añadió	







zado	marcadores	de	peso	molecular	de	la	compañía	BioRad	(Precision Plus Proteín 
Standards,	 número	 de	 catálogo	 161-0374).	 La	 tinción	 de	 geles	 realizada	 para	 la	
visualización	de	proteínas	se	hizo	con	tampón	colorante	azul	de	Coomasie	(50%	de	
Etanol,	01%	Ácido	Acético	y	0.01%	Coomasie	azul	brillante).









































 3.1.5. Diseño del anticuerpo y preparación inmunocomplejos 
	 Para	la	preparación	de	inmunocomplejos	se	utilizó	un	anticuerpo	policlonal	
de	 conejo	 encargado	 a	 la	 empresa	 Pacific-Immunology	 por	 el	 grupo	 de	Andrés	
Aguilera	(Universidad	de	Sevilla).	El	epítopo	se	elegió	atendiendo	al	hecho	de	que	
el	 extremo	carboxi-terminal	de	 la	proteína	Hpr1	es	 susceptible	de	ubiquitinación	
durante	el	proceso	de	transcripción	y	que	dicha	región	interacciona	con	el	factor	de	
























Figura	8:	Diseño del anticuerpo anti-Hpr1.	La	imagen	muestra	la	secuencia	de	aminoácidos	completa	de	la	
proteína	Hpr1.	En	color	rojo	se	ha	resaltado	el	epítopo	de	17	aminoácidos	que	reconoce	el	anticuerpo	anti-Hpr1.












































	 El	 estudio	 estequiométrico	 del	 complejo	THO	 se	 realizó	 en	 colaboración	
con	 los	 doctores	Kamil	Gewartowski	 y	Andrzej	Dziembowski	 en	 el	 instituto	 de	
Bioquímica	y	Biofísica	de	la	Universidad	de	Varsovia.	Para	ello	se	cargó	una	canti-
dad	 conocida	 de	 muestra	 en	 un	 gel	 desnaturalizante	 en	 gradiente	 de	 acrilamida	
comprado	a	la	compañía	Invitrogen	(número	de	catálogo	NP0323BOX).	Una	vez	
terminada	la	electroforesis	el	gel	se	tiñó	con	colorante	azul	de	Coomassie	y	se	es-

































incubó	durante	5	minutos	a	 temperatura	ambiente.	Después	 se	colocó	 la	muestra	
en	el	interior	de	un	transiluminador	de	la	compañía	Hoefer	(UVC	500	Ultraviolet	
Crosslinker,	número	de	catálogo	UVC500-230V)	durante	un	minuto.	Las	muestras	




















































3.5. Predicción de estructura terciaria
	 La	predicción	computacional	de	estructura	de	la	región	amino-terminal	de	








BLAST	 (Altschul	 et al.,	 1990),	MUSCLE	 (Edgar,	 2004b;	 a),	 JALVIEW	 (Water-

















































































 3.6.2. Adquisición de imágenes
	 Las	rejillas	de	tinción	negativa	de	los	diferentes	especimenes	se	observaron	
en	un	microscopio	electrónico	de	 transmisión	 JEOL	1200EX-II	equipado	con	un	
filamento	 de	wolframio	 previamente	 estabilizado	 a	 100	KV.	Las	micrografías	 se	
tomaron	a	60.000	aumentos	a	0	y	a	30º	de	inclinación	del	goniómetro,	lo	que	per-








3.7. Procesamiento de partículas individuales






	 3.7.2. Selección de partículas, corrección de CTF y análisis en 2D
	
	 La	 selección	 de	 partículas	 se	 hizo	 de	manualmente	 utilizando	 el	 paquete	
informático	XMIPP	 (Marabini	et al.,	 1996).	 Para	 el	 procesamiento	del	 complejo	






















(Bernard’s Software Package)	 (Heymann,	 2001;	 2007)	 o	 de	 forma	 automatizada	











































	 La	 clasificación	 bidimensional	 basada	 en	 redes	 neuronales	 auto-organi-





entre	 los	miembros	del	conjunto	de	datos	 (Kangas	et al.,	1990;	Kohonen,	1990).	
















































finalmente	un	conjunto	de	 imágenes	medias	que	 representan	 las	diferentes	clases	
que	existen	en	el	conjunto	inicial	de	partículas.
 3.7.3. Reconstrucción tridimensional





















































































volumen	de	 referencia	y	 se	caracterizan	por	presentar	una	alta	 relación	 señal	 ru-












	 Así	 se	 realiza	 una	 clasificación	 bidimensional	 en	 la	 que	 cada	 proyección	
experimental	 (partículas)	 es	 asignada	 a	una	proyección	 teórica,	 en	 función	de	 su	

























elo	 tridimensional	procedente	de	 las	partículas	 (proyecciones	experimentales).	El	













































































final	que	 se	utilizará	para	 la	 retroproyección	sea	mas	 independiente	del	volumen	
de	referencia,	puesto	que	procede	de	un	alineamiento	contra	su	propia	media	y	no	
contra	la	proyección	del	volumen	de	referencia	(proyección	teórica).	
	 La	 última	 versión	 del	 paquete	 informático	XMIPP	 (Scheres	 et al.,	 2008;	
Sorzano	 et al.,	 2010)	 ha	 sido	 de	 gran	 utilidad	 en	 las	 fases	mas	 avanzadas	 de	 la	








































spi, refproj.bat, apmq.bat, angles.bat, align.bat, b16.cla, b17.avg, b20.tot, b26.bpr, 
b29.stk, b30.trs, b96.sin y generasel.bat)	alcanzándose	de	esta	forma	los	mejores	
resultados	finales.	
 3.7.3.3. Cálculo de resolución




























4.1.  Purificación del complejo a partir de la cepa Tho2-TAP
	 Para	realizar	esta	tesis	doctoral	se	purificó	el	complejo	THO	a	parir	de	un	
cultivo	celular	de	S. cerevisiae.	Para	se	ello	se	 introdujo	el	 fragmento	TAP	en	el	






































	 La	muestra	final	 se	 obtenía	 a	 una	 concentración	de	 entre	 15	 y	 30	micro-

















	 Las	 dificultades	 encontradas	 en	 la	 inestabilidad	 del	 complejo	 han	 sido	 la	















































4.2. Identificación de la proteína Tex1 asociada al complejo THO








































































	 Las	 partículas	 del	 complejo	 se	 seleccionaron	 manualmente	 utilizando	 el	
paquete	informático	XMIPP	(Sorzano	et al.,	2004),	para	ser	analizadas	por	el	mé-
todo	de	partículas	individuales.	El	criterio	de	selección	se	basó	en	la	coherencia	en	










































angular	 iterativo	 es	 necesario	 un	 volumen	de	 referencia	 o	modelo	 inicial.	Al	 ser	
la	primera	vez	que	se	analizaba	estructuralmente	este	complejo	no	existían	datos	
previos	para	ser	utilizados	como	volumen	de	referencia,	por	lo	que	se	procedió	a	















































































































































	 A	 pesar	 de	 la	 forma	 alargada	 del	 complejo,	 el	 resultado	mostró	 una	 dis-
tribución	angular	de	partículas	que	cubría	la	mayoría	de	los	ángulos	de	proyección,	





























4.4. Purificación del complejo THO a partir de la cepa THO∆Tex1
	 Nuestro	siguiente	objetivo	fue	aislar	el	complejo	THO	de	S. cerevisiae	sin	
la	proteína	Tex1,	 tal	y	como	fue	descrito	 inicialmente	 (Chávez	et al.,	2000).	Los	
datos	bibliográficos	previos	señalaban	que	las	cepas	mutantes	en	la	proteína	Tex1	
no	presentaban	hiper-recombinación	mitótica	ni	defectos	en	la	transcripción	y	que	
la	eliminación	de	Tex1	en	S. cerevisiae	no	mostraba	ningún	efecto	 sobre	en	 ruta	
de	expresión	génica	(Luna	et al.,	2005;	García-Rubio	et al.,	2008).	En	base	a	estos	
datos	generamos	la	cepa	mutante	THO∆Tex1	(apartado	3.1.3).	La	cepa	THO∆Tex1	


















































































4.6. Reconstrucción tridimensional del complejo THO
	 Para	 el	 procesamiento	 del	 complejo	THO	 se	 utilizó	 la	muestra	 resultante	
de	 la	 purificación	 a	 partir	 de	 la	 cepa	mutante	THO∆Tex1.	Las	 rejillas	 de	micro-





























































































4.7. Predicción de estructura de la proteína Tex1 
	 En	base	a	estudios	previos	que	presentan	a	 la	proteína	Tex1	de	S. cerevi-
siae	 como	miembro	de	 la	 familia	de	 las	proteínas	WD	(Rehwinkel	et al.,	 2004),	
se	decidió	generar	un	modelo	atómico	computacional	de	esta	proteína,	basado	en	
la	 comparación	de	 su	 secuencia	 con	 la	 de	otras	 proteínas	de	 estructura	 conocida	
(threading).	







































Figura	22:	Predicción de la estructura secundaria de la proteína Tex1 de S. cerevisiae.	La	figura	muestra	
el	resultado	simplificado	de	la	predicción	de	estructura	secundaria	para	la	proteína	Tex1.	La	secuencia	de	Tex1	
(422	aminoácidos)	aparece	en	la	parte	superior	de	cada	fila,	coloreada	según	el	tipo	de	aminoácido.	Los	valores	











Tex1,	se	 introdujo	su	secuencia	en	 las	bases	de	datos	de	estructuras	atómicas	 re-
sueltas	disponibles	a	través	de	los	programas	de	predicción	de	estructura	terciaria	
I-TASSER	(Zhang,	2008;	Roy	et al.,	2010)	y	PHYRE	(Kelley	et al.,	2009).	El	re-
sultado	 de	 ambos	 programas	 mostró	 modelos	 atómicos	 basados	 exclusivamente	
en	proteínas	con	plegamientos	de	 tipo	ß-propeller.	Así,	se	seleccionaron	aquellas	
estructuras	que	mostraban	mejores	valores	de	ajuste	(candidatas):	Aip1	(actin inter-
acting protein de C. elegans,	homóloga	a	la	de	levadura),	Wr5	(WD-repeat protein 
5	de	H. sapiens),	Paf-Ah	(Platalet-acrivating factor acetylhidrolase	de	Mus muscu-



























































4.8.  Localización de la proteína Tex1 en el complejo THO:Tex1
	 Para	determinar	la	localización	de	la	proteína	Tex1	en	el	complejo	THO:Tex1	
se	procedió	a	comparar	las	proyecciones	mayoritarias	de	los	complejos	obtenidos	
a	 partir	 de	 las	 cepas	Tho2-TAP	 y	THO∆Tex1.	De	 esta	 forma	 se	 observó	 simul-

















4.9. Determinación de la posición de Hpr1 en el complejo THO
Figura	24:	Localización y ajuste del modelo de Tex1 en la estructura del complejo THO:Tex1.	A)	La	figura	
muestra	las	imágenes	medias	correspondientes	a	la	proyección	mayoritaria	de	los	compejos	THO	y	THO:Tex1.	
Se	observa	que	la	proyección	lateral	del	complejo	THO:Tex1	presenta	una	masa	extra	en	comparación	la	del	
complejo	THO.	 Esta	masa	 se	 localiza	 en	 la	 zona	 central,	 aproximadamente	 a	 la	mitad	 del	 eje	 longitudinal	




























(Cuéllar	et al.,	 2008).	Al	 no	 existir	 ningún	 anticuerpo	 comercial	 disponible	 para	
experimentos	de	microscopía,	se	pensó	en	diseñar	uno,	pero	la	falta	de	datos	estruc-








ubiquitinación	 durante	 el	 proceso	 de	 transcripción	 in vivo	 y	 se	 la	 propuso	 como	
responsable	de	la	formación	del	complejo	THO	en	S. cerevisiae.	Gracias	a	la	elab-


























































4.10. Caracterización de la interacción del complejo THO con el ADN y ARN
	 El	complejo	THO	está	implicado	en	la	síntesis,	metabolismo	y	exportación	
del	ARNm	en	todos	los	organismos	eucariotas	desde	levaduras	hasta	humanos	(Stutz	

















para	 detectar	 la	 presencia	 de	 los	 ácidos	 nucleicos	marcados	 radiactivamente	 y	 a	
continuación	se	tiñó	con	colorante	azul	de	Coomassie	para	marcar	las	proteínas	e	
identificarlas	en	el	gel.	El	resultado	mostró	que	la	única	proteína	del	complejo	THO	






































corte	para	 la	proteasa	3C	entre	 los	aminoácidos	1270	y	1271	con	la	 intención	de	
cortar	el	extremo	carboxi-terminal	de	esta	proteína	(apartado	3.1.3).	A	continuación	
se	purificó	el	complejo	THO	(apartado	3.1.2)	y	se	incubó	con	la	proteasa	3C	y	con	
























Figura	 27: La región carboxi-terminal de 
Tho2 es necesaria para la interacción con 
el ARN.	La	imagen	muestra	el	resultado	de	
someter	 el	mismo	gel	 (procedente	 de	SDS-
PAGE)	 a	 tinción	 con	 azul	 de	 Coomassie	
para	 identificar	 las	proteínas	(izquierda)	y	a	
detección	 de	 autorradiografía	 para	 detectar	
el	ARN	marcado	radiactivamente	(derecha).	
El	orden	de	carga	de	 los	pocillos	del	gel	es	
el	 siguiente:	 en	 primer	 lugar	 el	 complejo	
THO:Tex1	 purificado	 a	 partir	 de	 la	 cepa	
Tho2-TAP	 incubado	 con	 ARN	 marcado	






a	 partir	 de	 la	 cepa	 Tho2-3C	 incubado	 con	
ARN	 marcado	 radiactivamente,	 en	 cuarto	
lugar	 el	 complejo	 purificado	 a	 partir	 de	 la	
cepa	Tho2-3C	 incubado	con	 la	proteasa	3C	
y	 con	ARN	 marcado	 radiactivamente	 y	 en	
quinto	lugar	los	marcadores	de	peso	molecu-
lar	 (MwM,	 tamaño	de	 cada	banda	 indicado	
en	números	grises).	En	La	figura	se	aprecia	
que	 la	muestra	 obtenida	 a	 partir	 de	 la	 cepa	

































presentaba	un	 tamaño	menor	que	 la	original.	Estos	 resultados	demuestran	que	es	
posible	purificar	el	complejo	THO	en	ausencia	del	dominio	carboxi-terminal	de	la	
proteína	Tho2.	Además,	 se	 compró	 que	 la	 proteína	Tex1	 también	 copurifica	 con	
este	complejo	THO	truncado	en	la	proteína	Tho2,	lo	que	sugiere	que	esta	región	no	
interviene	en	la	interacción	entre	el	complejo	THO	y	la	proteína	Tex1	(Figura	28).
Figura	 28:	 El complejo THO sh-
Tho2 también interacciona con la 
proteína Tex1.	 La	 imagen	 muestra	
un	 gel	 SDS-PAGE	 teñido	 con	 col-
orante	 azul	 de	 Coomassie.	 El	 orden	
de	carga	de	los	pocillos	del	gel	es	el	
siguiente:	 en	 primer	 lugar	 los	 mar-
cadores	 de	 peso	 molecular	 (MwM,	
tamaño	 de	 cada	 banda	 indicado	 en	
números	grises),	en	segundo	lugar	el	
complejo	 THO	 obtenido	 a	 partir	 de	
la	 cepa	 Tho2-TAP	 y	 en	 tercer	 lugar	
la	 variante	 del	 complejo	THO	 obte-
nida	a	partir	de	 la	cepa	sh-Tho2.	En	
La	 figura	 se	 aprecia	 que	 a	 pesar	 de	
















carboxi-terminal	de	 la	proteína	Tho2	era	 incapaz	de	 interaccionar	con	 los	ácidos	
nucleicos,	se	repitieron	los	ensayos	realizados	anteriormente	incubando	la	muestra	










Figura	29:	El complejo THO sh-Tho2 no interacciona con los ácidos nucleicos.	Resultado	de	someter	el	
mismo	gel	(SDS-PAGE)	a	 tinción	con	colorante	azul	de	Coomassie	para	 identificar	 las	proteínas	(izquierda)	






























expresión	del	 complejo	THO.	En	base	 a	 estudios	previos	que	demuestran	que	 la	
eliminación	 de	 cualquier	 componente	 del	 complejo	THO	anula	 la	 formación	 del	






































la	supervivencia	celular	a	37	 ºC.	Este	dato	 también	concuerda	con	 los	 resultados	
previos	expuestos	en	la	bibliografía	que	afirman	que	el	complejo	THO	es	esencial	
para	la	supervivencia	celular	de	S. cerevisiae	y	de	D. melanogaster	en	condiciones	
de	estrés	térmico	(Chávez	et al.,	2000;	Jensen	et al.,	2001a;	Strasser	et al.,	2002;	
Rehwinkel	et al.,	2004)	(Figura	30).



























Figura	30:	Análisis del crecimiento y de la expresión del gen lac-Z en las diferentes cepas de S. cerevi-










































	 Así,	 apenas	dos	años	después	de	 su	descubrimiento,	 el	 complejo	THO	se	





























	 El	 complejo	TREX	no	 presenta	 ninguna	 función	 diferente	 a	 las	 descritas	
para	complejo	THO.	Dado	que	las	interacciones	entre	los	componentes	del	comple-
jo	THO	son	mucho	más	fuertes	que	aquellas	que	se	producen	entre	los	componentes	
del	complejo	TREX	(Strasser	et al.,	2002;	Hurt	et al.,	2004;	Reed	et al.,	2005;	Huer-
tas	et al.,	2006)	se	ha	propuesto	que	el	complejo	THO	recluta	Sub2	e	Yra1	durante	

























del	complejo	THO	in vivo	(Kadowaki	et al.,	1994;	Gwizdek	et al.,	2006).

































































Tex1	ha	sido	descrita	en	S. cerevisiae	(Strasser	et al.,	2002),		D. melanogaster	(Re-




Figura	33:	Componentes de los complejo THO y TREX conservados en la evolución.	La	figura	representa	

















THO	de	H. sapiens	y	D. melanogaster,	existe	otra	proteína	llamada	Thoc6	(THO 





	 La	 interacción	entre	 la	proteína	Tex1	y	el	complejo	THO	es	significativa-
mente	mas	estable	que	con	el	resto	de	proteínas	asociadas	al	complejo,	tanto	en	S. 
cerevisiae	como	en	D. melanogaster	y	en	H. sapiens	(Strasser	et al.,	2002;	Rehwin-
































(Wall,	1973;	Realini	et al.,	1994;	West	et al.,	2000).	El	hecho	de	que	 la	proteína	
homóloga	de	Tho2	en	eucariotas	 superiores	 también	presente	este	 tipo	de	 repeti-






























































5.3. Tho2 en la interacción con los ácidos nucleicos 
	 La	observación	de	que	el	extremo	carboxi-terminal	de	la	proteína	Tho2	es	
responsable	 de	 la	 interacción	 con	 los	 ácidos	 nucleicos	 es	 consistente	 con	 la	 alta	
cantidad	de	Argininas	presentes	en	esta	región	de	su	secuencia.	Las	Argininas	son	
aminoácidos	fuertemente	básicos	que	se	encuentran	presentes	en	muchas	de	las	pro-
teínas	 involucradas	en	 todos	 los	procesos	que	 intervienen	en	 la	expresión	génica	











































condiciones	 desfavorables.	 Sería	 razonable	 pensar	 que,	 al	menos	 parte	 de	 la	 im-
portancia	 de	 esta	 región,	 reside	 en	 su	 capacidad	 de	 interaccionar	 con	 los	 ácidos	
nucleicos.	Dado	 que	 el	 complejo	THO	 se	 ha	 visto	 directamente	 implicado	 en	 el	
mantenimiento	de	la	estabilidad	genética	y	en	la	abolición	de	la	formación	de	hí-




























































Figura	37:	El extremo carboxi-terminal de Tho2 está aparentemente desestructurado.	A)	Predicción	de	






















































































	 Hpr1	 recluta	 cotranscripcionalmente	 el	 factor	 de	 exportación	 Sub2	 (Zen-









maduración	del	ARNm	y	 la	biogénesis	de	RNPm	en	 todos	 las	células	eucariotas	
(Strasser	et al.,	 2001).	También	 es	 responsable	de	 la	 incorporación	del	 factor	 de	
exportación	Mex67	sobre	el	ARNm	(Gwizdek	et al.,	2006;	Hobeika	et al.,	2007),	
acción	que	determina	el	final	de	 la	 transcripción	y	el	principio	de	 la	exportación	







































estudios	in silico	(Geris	et al.,	2010;	Ma	et al.,	2010).	Los	estudios	in silico	anali-
zan	 los	sistemas	biológicos	desde	el	punto	de	vista	computacional,	de	forma	que	
pueden	alcanzarse	conclusiones	derivadas	de	cálculos	genéricos	realizados	por	un	

















	 La	 expresión	 génica	 comenzaría	 con	 la	 activación	 de	 genes	 para	 la	 tran-










transcripción”	 y	 el	 fragmento	 de	ADN	 correspondiente	 (Rafalska-Metcalf	 et al.,	
2010).	Estas	proteínas	generalmente	actúan	desplazando	a	otras	que	se	encuentran	









múltiples	 proteínas,	 entre	 las	 que	 se	 encuentran	 varios	 factores	 de	 transcripción,	




promotor.	La	 interacción	de	 los	 factores	de	 iniciación	con	 la	 secuencia	promotor	






	 En	 las	 fases	 tempranas	de	 la	 transcripción	 el	 complejo	THO	 interacciona	
con	 la	ARNPII.	Esta	 interacción	 tiene	 lugar	 entre	 la	proteína	Hpr1	del	 complejo	
THO	y	el	CTD	de	 la	ARNPII	de	 forma	que	cuando	comienza	 la	 transcripción	el	
complejo	THO	queda	situado	detrás	de	la	ARNPII	(Figura	40).	Probablemente	la	
proteína	Tex1	se	asocie	al	complejo	THO	en	una	fase	temprana	de	la	transcripción	






































y	evite	 la	 formación	de	híbridos	ADN:ARN	a	 la	vez	que	dirige	 la	biogénesis	de	
RNPm	(Huertas	et al.,	2003;	Wellinger	et al.,	2006).	Sería	coherente	pensar	que	el	





































































































































	 Durante	 todo	 el	 proceso	de	 transcripción,	 existen	 varios	mecanismos	que	
verifican	la	funcionalidad	del	ARNm,	conocidos	como	mecanismos	de	control	de	































genes	 de	 levadura	 que	 requieren	 la	 acción	 del	 complejo	THO	para	 su	 expresión	
(Rougemaille	et al.,	2008).
	  
Figura	40:	Modelo esquemático simplificado de un posible ciclo de expresión génica en	S. cerevisiae: fun-
cionamiento del complejo THO. A)	 Inicio	 de	 la	 transcripción.	Durante	 la	 activación,	 el	 gen	 que	 va	 a	 ser	
transcrito	sería	desplazado	hacia	la	membrana	nuclear	(línea	negra)	cerca	del	NPC	(estructuras	moradas)	y	allí	
comenzaría	la	transcripción	con	la	unión	de	la	ARNPII	(estructura	de	color	gris)	y	probablmente	del	complejo	
































































1.- El complejo THO de S. cerevisiae, formado por las proteínas Tho2, Hpr1, 
Mft1 y Thp2 copurifica con la proteína Tex1, formando el complejo THO:Tex1. 
2.- La reconstrucción tridimensional del complejo THO:Tex1 presenta una 
estructura alargada en la que la proteína Hpr1 se localiza en uno de sus ex-
tremos mientras que Tex1 lo hace por la zona central.
3.- La predicción computacional de estructura de la proteína Tex1 muestra 
una región amino-terminal con un plegamiento de tipo ß-propeller que se 
ajusta correctamente en el volumen correspondiente a Tex1 en la reconstruc-
ción tridimensional del complejo THO:Tex1. 
4.- El complejo THO de S. cerevisiae interacciona con el ADN de cadena sen-
cilla, el ADN de cadena doble y el ARN a través del extremo carboxi-terminal 
de la proteína Tho2. Este dominio desempeña un papel importante en el de-
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